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沉默HMGB1基因对裸鼠人上皮性卵巢癌移植瘤生长的抑制作用
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[摘 要] 目的：探讨高迁移率族蛋白B1（high mobility group box 1，HMGB1）基因对裸鼠人上皮性卵巢癌移植瘤生长的影响。

方法：选取对数生长期的人上皮性卵巢癌细胞株SKOV3细胞建立裸鼠人上皮性卵巢癌移植瘤模型，将造模成功的裸鼠随机分

成对照组和 HMGB1-siRNA 组，分别在接种细胞后第 7、9、11、14、16天于荷瘤鼠腋下注射等量的生理盐水和HMGB1-siRNA。

3周后颈椎脱臼法处死裸鼠、分离肿瘤组织，测量肿瘤的体积并绘制肿瘤生长曲线，以Tunel染色法检测移植瘤细胞的凋亡情况，

Western blotting检测移植瘤组织中HMGB1、STAT3、p-STAT3的表达水平，免疫组化染色技术检测移植瘤组织中VEGF-A的表达

和微血管形成情况。结果：与对照组相比，HMGB1-siRNA组的肿瘤体积增长速度减缓，第21天起HMGB1-siRNA组的肿瘤体积

显著小于对照组（P<0.05）；HMGB1-siRNA成功敲降了移植瘤组织细胞中HMGB1 mRNA的表达，移植瘤组织中HMGB1-siRNA

组的细胞凋亡率较对照组显著升高[（34±8）% vs（6±2）%，P=0.04]，HMGB1和 p-STAT3表达显著降低（P<0.05），VEGF-A表达和

微血管数均显著低于对照组（均P<0.05）。结论：敲降HMGB1基因可能通过抑制HMGB1/STAT3信号通路降低VEGF-A的表达

和微血管形成，从而促进肿瘤组织细胞凋亡和减缓移植瘤生长。
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Inhibitory effect of silencing HMGB1 gene on growth of human epithelial ovarian
cancer xenografts in nude mice

WU Meiqin1, WANG Yong2, ZHU Hongfei3, SONG Xiaojie1, LI Yuxia1, LIU Zhihui1, ZHAO Shuyan3, YUAN Jing3, GONG Jingjing3,
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Maternal and Child Health Care Hospital, Tongji Medical College, Huazhong University of Science and Technology, Wuhan 430015,

Hubei, China; 2.Animal Laboratory Center, Wuhan University, Wuhan 430070, Hubei, China; 3.Hubei Hospital of Traditional Chinese
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[Abstract] Objective: To investigate the effect of HMGB1 gene on the growth of human epithelial ovarian cancer xenografts in nude

mice, and to lay a foundation for finding new targets for the treatment of ovarian cancer. Methods: Human epithelial ovarian cancer

SKOV3 cells in logarithmic growth phase were selected to establish a human epithelial ovarian cancer xenograft model in nude mice.

Nude mice with successful model establishment were randomly divided into control group and HMGB1-siRNA group. On the 7th, 9th,

11th, 14th, and 16th days after cell inoculation, the same amount of saline and HMGB1-siRNA were respectively injected into two

groups of mice under the armpit. After 3 weeks, the nude mice were sacrificed by cervical dislocation, the tumor tissues were separated,

and the volume of the tumor was measured. The apoptosis of transplanted tumor cells was detected by Tunnel staining. The expressions

of HMGB1, STAT3 and p-STAT3 were detected by Western blotting. The expression of vascular endothelial growth factor A (VEGF-A)

and microvascularization were detected by immunohistochemistry. Results: Compared with the control group, the growth of tumor vol‐

ume slowed down in HMGB1 siRNA group, and on the 21st day, the tumor volume of HMGB1-siRNA group was significantly smaller

than that of the control group (P<0.05). HMGB1-siRNA successfully knocked down the expression of HMGB1 mRNA in transplanted

·· 629



中国肿瘤生物治疗杂志, 2020, 27(6)

tumor tissue. The apoptosis rate of tissue cells in HMGB1-siRNA group was significantly increased ([34±8]% vs [6±2]%, P=0.04), and

the expressions of HMGB1 and p-STAT3 were significantly reduced (P<0.05). The expression of VEGF-A and the number of microves‐

sels were significantly lower than those of the control group (both P<0.05). Conclusion: Knockdown of HMGB1 gene reduces the

expression of VEGF-A and microvessel formation possibly by inhibiting the HMGB1/STAT3 signaling pathway, thereby promoting the

apoptosis of tumor tissues and slowing the growth of xenografts.

[Key words] high mobility group box 1 (HMGB1); ovarian cancer; SKOV3 cell; VEGF; apoptosis

[Chin J Cancer Biother, 2020, 27(6): 629-633. DOI：10.3872/j.issn.1007-385X.2020.06.006]

恶性肿瘤是严重威胁人类健康的疾病之一，近

年来其发病率明显上升，我国已步入肿瘤高发国家

行列[1]。卵巢癌是女性生殖系统三大恶性肿瘤之一，

病死率位居妇科恶性肿瘤之首，严重威胁着妇女的

健康与生命[2-3]。如何改善卵巢癌患者的预后、延长

其生存期是临床医生面临的困境之一，因此，寻找新

的治疗靶点是研究者急需解决的问题。高迁移率族

蛋白 1（high mobility group box 1，HMGB1）普遍存在

于哺乳动物组织细胞中，然而在胸腺、淋巴组织、睾

丸和新生儿的肝脏中有高表达。HMGB1最初是作

为核蛋白被发现的，其在调控一些和肿瘤发生有关

基因的转录中起重要作用，如TNF-α、胰岛素受体和

乳腺癌 1 号基因（breast cancer 1，BRCA1）等[4-6]。细

胞外的HMGB1可以促进肿瘤的存活，生长和转移；

肿瘤细胞表面高表达的HMGB1可发挥趋化性作用，

促进肿瘤细胞的生长、侵袭和转移。HMGB1可由坏

死细胞释放，诱导血管内皮细胞生长、迁移及促进组

织修复和血管生成而被定义为促血管生成因子[7-9]。

由于HMGB1与肿瘤的发生有如此密切的相关性，从

而使其成为具有希望的抗肿瘤治疗的靶向分子。本

研究以人上皮性卵巢癌细胞株SKOV3细胞建立裸鼠

皮下移植瘤模型，观察敲降HMGB1对移植瘤生长的

影响。

1 材料与方法

1.1 主要材料与试剂

SKOV3细胞来自中国科学院细胞库。裸鼠购

自北京维通利华公司，实验动物合格证号为 No.

11401300077092。DAB浓缩型试剂盒购自Bioswamp

公司，Western blotting（WB）实验所用HMGB1、信号

转导因子和转录激活因子 3（signal transducer and

activator of transcription 3，STAT3）、P-STAT3、VEGF-

A和CD34兔单抗均购自Abcam公司，GAPDH兔单

抗购自CST公司，HRP标记的羊抗兔 IgG购自迈新

公司。

1.2 裸鼠成瘤实验及分组

取对数生长期 SKOV3细胞用 0.1%的胰酶进行

消化，至镜下细胞呈椭圆形至球形时，用含10%新生

牛血清的RPMI 1640终止消化，吸管轻轻吹打至细胞

完全悬浮后收集至离心管，以 1 200×g离心 5 min，弃

上清，加入 RPMI 1640 稀释至 2.5×107个/ml，吹打混

匀配置成单细胞悬液。取单细胞混悬液，于无菌环

境中在裸鼠背侧近右前肢处进行皮下接种，每只裸

鼠接种0.2 ml（接种细胞数约5×106个/只）。每日观察

瘤体生长情况，于接种后第 5天测量移植瘤直径，移

植瘤直径在3~5 mm的裸鼠入选，随机将其分成对照

组和HMGB1-siRNA组，每组 8只。接种后，每隔 2 d

测量肿瘤体积，计算公式为V=0.5236×L（长度）×W2

（宽度）。3周后颈椎脱臼法处死裸鼠，分离肿瘤组

织，测量肿瘤的体积，取每组均数制作肿瘤生长曲

线。实验末，统一以过量戊巴比妥钠麻醉致死，剥离

皮下肿瘤结节称量瘤质量。

1.3 HMGB1-siRNA对移植瘤裸鼠的治疗实验

取 1 μl HMGB1-siRNA（10 μmol/L）稀释于 50 µl

Opti-MEM 中，轻轻吹吸 3 次混匀。取 3μl Lipo‐

fectamine® RNAiMAX稀释于50 µl Opti-MEM中，轻

轻吹吸 3 次混匀。将以上 siRNA 混合液加入 Lipo‐

fectamine® RNAiMAX混合液中并轻轻混匀。分别

于移植瘤接种第 7、9、11、14、16 天于裸鼠腋下注射

HMGB1-siRNA，100 μl/只，对照组在相同时间点注射

等量生理盐水。

1.4 qPCR检测移植瘤组织中HMGB1的表达

用 TRIzol 法提取移植瘤总 RNA 后逆转录得到

cDNA，以 qPCR 的方法检测组织中 HMGB1 基因的

表达水平。引物序列：HMGB1-F 为 GCATCCTG‐

GCTTATC，HMGB1-R 为 TCTGTAGGCAGCAATA；

GAPDH-F 为 CCTTCCGTGTTCCTAC，GAPDH-R 为

GACAACCTGGTCCTCA。PCR扩增条件为95 °C预

变性5 min，随后95 °C、5 s，60 °C、35 s，72 °C、20 s，扩

增 38个循环，72 °C延伸 5 min。目标基因的表达量

用2－ΔΔCt法计算。

1.5 TUNEL法检测敲降HMGB1对移植瘤细胞凋亡

的影响

取两组裸鼠移植瘤组织，以甲醛固定，洗涤，脱

水，透明，浸蜡，包埋后成蜡块后，切片，再脱蜡，水

化。PBS 冲洗 2 min×3 次，采用蛋白酶 K（20 μg/ml,

10 mmol/L Tris/HCl 配制，pH＝7.4~8.0）21~37 ℃消

化 15~30 min，PBS 冲洗 2 min×3 次；加入 25~50 μl
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TUNEL反应液，37 ℃作用 60 min，PBS冲洗3 min×

3 次；滴加 25~50 μl 的 AP 抗体，37 ℃作用 30 min，

PBS 冲洗 3 min×3 次；滴加 BCIP/NBT，37 ℃作用 20

min，PBS冲洗3 min×3次；复染，封片，烘干。镜下观

察染色切片，以细胞核染成蓝黑色者为凋亡细胞。

在400倍视野下随机选取5个癌细胞区，记数细胞总

数和凋亡细胞数，计算TUNEL染色阳性细胞的百分

率，即为凋亡率。凋亡率=凋亡细胞数/癌细胞总数×

100%。

1.6 WB检测敲降HMGB1对移植瘤组织中HMGB1

和STAT3蛋白表达的影响

按照蛋白提取试剂盒说明书，提取肿瘤组织总

蛋白，根据 BCA 蛋白定量结果上样，行 10% SDS-

PAGE，转膜、洗涤，加入 5%脱脂奶粉室温封闭 1 h，

4 ℃下分别孵育HMGB1（1∶20 000）、STAT3（1∶1 000）、

p-STAT3（1∶5 000）一抗过夜，TBST洗3次，室温孵育

二抗 1 h，TBST 洗 3 次，曝光显影。采用 BIO-RAD

Image Lab软件进行灰度值分析并计算目的蛋白的相

对表达量。

1.7 免疫组化染色技术检测敲降HMGB1对移植瘤

组织中VEGF-A和CD34表达的影响

取两组裸鼠移植瘤组织，甲醛固定、洗涤、脱水、

透明、浸蜡、包埋成蜡块后，切片、脱蜡、水化后制成

组织切片。用柠檬酸钠缓冲液进行抗原修复，玻片

置于 500 ml 柠檬酸钠缓冲液中（0.01 mol/L，pH=

6.0），加热沸腾 10 min，冷却，PBS洗涤 3次。H2O2灭

活内源性过氧化氢酶 15 min，PBS冲洗。加 0.2%的

Triton×100通透10 min。滴加10%山羊血清封闭，室

温孵育 20 min。然后滴加 VEGF-A 抗体（稀释比

例 1∶200）和CD34抗体（稀释比例 1∶500），阴性对照

滴加PBS，4 ℃过夜。PBS洗涤 3次，加二抗，室温孵

育 20 min，PBS洗涤 3次后加DAB显色，终止反应。

玻片置苏木精溶液中染色 4 min ，去离子水浸泡

1 min。室温晾干玻片，浸二甲苯透明、封片。将玻片

晾干，在显微镜下观察。VEGF-A评判标准：不显色

评0分，浅黄色评1分，黄色评2分，棕黄色评3分；低

倍镜下扫视整张切片，挑选 3个阳性视野后计数，每

个视野计数细胞 300个，计算阳性细胞百分比：<6%

评0 分 ，≥6%~<26% 评 1 分 ，≥26%~<51% 评 2分，

≥51%~<76%评3分，≥76%评4分；以上两项评分之和

作为VEGF-A表达的最终评分。CD34评判标准：被

抗体染色的单个内皮细胞或者细胞团，无论形成官

腔与否，只要与周边界限清晰，均视作 1个新生微血

管（其中交界区软组织内微血管及管径>8个红细胞

直径的血管均排除在外）。首先在低倍镜下找出3个

微血管密集区，然后在高倍视野计数，平均值作为最

终分数值。

1.8 统计学处理

应用SPSS 22.0 统计软件对数据进行统计分析，

正态分布的计量数据采用 x̄±s 表示，两组间比较采

用 t 检验。以 P<0.05 或P<0.01表示差异具有统计学

意义。

2 结 果

2.1 敲降HMGB1抑制SKOV3细胞移植瘤的生长

测量移植瘤的体积见图 1。两组的肿瘤体积均

逐渐增加，但在第 15、17、19、21天时HMGB1-siRNA

组的移植瘤体积显著小于对照组（均P<0.05）。

*P<0.05 vs HMGB1-siRNA group

A: Transplanted tumor in both groups of nude mice at day 21;

B: Growth curve of transplanted tumor

图1 敲降HMGB1抑制SKOV3细胞移植瘤的生长

Fig.1 Knockdown of HMGB1 inhibited the growth of

SKOV3 cell xenograft

2.2 敲降HMGB1促进移植瘤细胞的凋亡

以TUNEL染色法分析两组肿瘤组织中细胞的凋

亡情况，结果（图2）显示，HMGB1-siRNA组的细胞凋亡

率较对照组显著升高[（34±8）% vs（6±2）%，P=0.04]。

图2 敲降HMGB1促进移植瘤组织中细胞的凋亡（（×200））

Fig.2 Knockdown of HMGB1 promoted apoptosis of cells in

xenografts (×200)
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2.3 HMGB1-siRNA 对 移 植 瘤 组 织 中 HMGB1、

STAT3、p-STAT3表达的影响

qPCR检测结果（图 3A）显示，HMGB1-siRNA组

的HMGB1 mRNA表达较对照组显著降低（P<0.05），

说 明 注 射 HMGB1-siRNA 成 功 敲 降 了 细 胞 中

HMGB1 mRNA的表达。WB检测结果（图3B）显示，

与对 照 组 相 比 ，HMGB1-siRNA 组 的 HMGB1 和

p-STAT3表达显著降低（P<0.05），而STAT3的表达无

显著差异（P＞0.05）。

2.4 HMGB1-siRNA抑制移植瘤组织中VEGF-A的

表达和微血管形成

免疫组化检测结果（图4）显示，对于VEGF-A的表

达，可见对照组中细胞质多呈现棕色或黄色，HMGB1-

siRNA组细胞质多呈现蓝色、少量细胞呈黄色；HMGB1-

siRNA组VEGF-A表达显著低于对照组（2.25±0.96 vs

4.50±1.29，P=0.031）。对于 CD34 的表达，HMGB1-

siRNA组中可见较多棕黄色阳性细胞聚集并排列规律，

呈现半圆形或线性，而对照组中棕黄色细胞相对较少；

HMGB1-siRNA组的微血管数显著低于对照组[（4.25±

1.50）vs（9.25±1.71）个，P=0.005]。

*P<0.05 vs Control group

A: HMGB1 mRNA expression detected by qPCR; B: Protein expressions of HMGB1, STAT3 and p-STAT3 in xenografts detected by WB

图3 敲降HMGB1-siRNA抑制移植瘤组织中HMGB1和p-STAT3的表达

Fig.3 HMGB1-siRNA inhibited the expressions of HMGB1 and p-STAT3 in transplanted tumor tissues

图4 HMGB1-siRNA抑制移植瘤组织中VEGF-A的

表达和微血管形成（（×200））

Fig.4 HMGB1-siRNA inhibited the expression of VEGF-A

and microvessel formation in xenografts (×200)

3 讨 论

HMGB1是一种促血管生成因子[10-11]，可通过多种

机制促进肿瘤的存活、生长和转移。本研究中，HMGB1-

siRNA组的肿瘤体积增加速率显著低于对照组，且细胞

凋亡率显著升高，表明敲降HMGB1后对裸鼠卵巢肿瘤

的生长产生一定抑制作用。STAT3是STAT家族成员之一，

定位于细胞质内，被激活后转入核内和相应DNA结合，引发

靶基因转录，调控信号转导和转录。STAT3信号转导通

路被激活后，作用于特异的DNA片段，调控靶基因的转

录，参与细胞的增殖、分化和凋亡等过程。STAT3的异

常活化可引起细胞异常分化和增殖，并抑制细胞凋亡，

导致恶性转化，促进肿瘤的形成[12-13]。研究发现，STAT3

在前列腺癌[14]、乳腺癌[15]、宫颈癌[16]和肺癌[17]等多种恶

性肿瘤中呈现高表达。本研究发现，HMGB1-siRNA组

的p-STAT3表达较对照组显著降低，提示敲降HMGB1

基因可能抑制p-STAT3的表达，减缓卵巢癌的发展。

侵袭和转移是卵巢癌患者死亡的重要因素，血

管新生为侵袭和转移提供基础，在此过程中起关键

作用，肿瘤血管生成过程复杂。肿瘤缺血缺氧的微

环境可刺激肿瘤细胞增加分泌多种血管生成因子，

诱导邻近的血管内皮细胞产生变形，增加了血管通

透性[18]。血管内皮细胞和肿瘤细胞又将同时释放蛋
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白水解酶，促使毛细血管基底膜和细胞外基质降解，

毛细血管后微静脉的血管内皮细胞向外迁徙形成血

管新芽，内皮细胞不断增殖使管腔形成，伴随血管平

滑肌细胞等血管周围细胞移入至内皮层从而形成完

整的血管壁，肿瘤微血管不断分化进而形成新生血

管网。VEGF是目前已知最强的血管通透剂，它能导

致癌性腹水或肿瘤间质水肿，而且导致血浆、纤维等

蛋白向血管外渗出，导致细胞外基质的改变，从而促

进血管的形成，是重要的与恶性肿瘤侵袭、转移和腹

水形成相关的生长因子。VEGF-A是VEGF家族的

一员，除了参与血管的生成，其主要可调控细胞的黏

附性，与肿瘤的发展进程密切相关[19]。CD34选择性

表达于血管内皮细胞，由于CD34为新生血管的标志

物，其通常在肿瘤组织中呈现高表达，具有促血管生

成作用，调节细胞黏附能力，增加细胞的迁移能力[20]。

本研究发现，HMGB1-siRNA 组的 VEGF-A 和 CD34

表达显著降低，提示敲降 HMGB1 基因可能抑制

VEGF-A和CD34的表达，抑制血管的生成，减缓卵巢

癌细胞的迁移。

综上，本研究发现敲降HMGB1基因可能通过抑

制HMGB1/STAT3信号通路降低VEGF-A的表达和

肿瘤微血管形成并促进肿瘤组织细胞凋亡，说明

HMGB1可作为卵巢癌治疗的靶点，后续将通过进一

步的实验明确其具体机制。
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